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摘   要 
 
 
研究背景 许多肿瘤患者体内存在自身抗体 但其意义尚不清楚 自身抗体 自身免疫




材料方法 以未伴有自身免疫疾病的食道癌 胃癌 直肠癌 肝癌和肺癌患者血清为研
究对象 以人肝癌 SMMC-7721 细胞蛋白为抗原 通过 Western blot 技术 研究血清中与肿瘤
抗原相关的自身抗体的反应模式 采用间接免疫荧光法 分析血清中与肿瘤抗原相关的自身
抗体的反应类型 以 p62 Ro/SSA(52) 和 Ro/SSA(60) 基因工程抗原为包被抗原 采用 ELISA
技术 检测肿瘤患者的抗 p 6 2 R o / S S A ( 5 2 ) 以及 R o / S S A ( 6 0 ) 自身抗体的阳性率  
研究结果: 肝癌患者 胃癌患者体内存在多种与肝癌细胞提取物反应的自身抗体 阳性
率高达 74.1%和 69.7%  5 种恶性肿瘤患者体内均检测到抗 p62 Ro/SSA(52) Ro/SSA(60)
的 IgM IgG 和 IgA 3 类抗体 抗 p62 自身抗体的阳性率从 1.8%到 40% 不等 抗 Ro/SSA(52)
自身抗体阳性率最小为 7.8% 最高为 36% 抗 Ro/SSA(60) 自身抗体的阳性率则从 5.6% 到
43.6% X 2 检验显示 直肠癌 肝癌及肺癌患者与健康人之间 除 IgA 类抗 p62 外 3 类抗 p62
自身抗体均有显著差异 IgA 类抗 Ro/SSA(52) 在健康人与5 种肿瘤患者间 3 类抗 Ro/SSA(52)
在健康人与食道癌及肺癌肿瘤患者间均有显著差异 健康人与肺癌患者间 3 类抗 Ro/SSA(60)
存在显著差异 间接免疫荧光结果显示在人肝癌 胃癌 口腔癌 鼻咽癌和宫颈癌细胞胞浆
中存在大量的 R o / S S A ( 6 0 ) 自身抗原表达  
    结论 肝癌与胃癌患者整体自身抗体类型和单份血清自身抗体类型均具有多样性 实验
结果显示 p62 是一个指示意义良好的肿瘤自身抗原 抗 Ro/SSA(52) 与 Ro/SSA(60) 自身抗体




















Background: The development of autoantibodies in the sera of patients with cancers 
has been described, but the mechanism is still not clear. 
Objective: The aim of this study was to analyze the autoantibodies in the serum of 
cancers to further understand the relationship among the autoantibodies and between 
autoantibodies and cancers.  
Methods: Sera were collected from patients with cancers without autoimmune 
disease, including HCC(hepatocellular carcinoma), GC(gastric cancer), and the cancer 
of lung, rectum, and esophagus .Recombinant p62, Ro/SSA(52) and Ro/SSA(60) 
antigen were used to detect autoantibodies in serum from patients with HCC, GC 
patients with cancer of lung, rectum, and esophagus by ELISA. Immunofluorescence 
and Western blot were used to characterize the autoantibodies in the patients with 
HCC and GC. 
Result: We found that autoantibodies which react with cancer-associated-antigens are 
extensively present in sera of patients with HCC and GC. Among patients with 
cancer , the class of IgM,IgG and IgA of anti-p62 anti-Ro/SSA(52) and 
anti-Ro/SSA(60) was detected , positive rate ranging from 1.8% to 43.6%. It is 
revealed in the study that the anti-p62 IgG autoantibodies in the patients with GC 
compared to controls(p<0.05),and the patients with cancer of lung and 
rectum(p<0.01). Except the anti-Ro/SSA(60) autoantibody in sera from patients with 
GC and esophagus, significant difference is observed between patients and controls. 
There is a significant difference between anti-Ro/SSA (52) and anti-Ro/SSA (60) 
autoantibodies in patients with cancer of lung and controls. In contrast, no significant 
difference between the male and female patients was detected.  
Conclusion: Diversity was found in the autoantibodies in the HCC and GC. These 
results indicate that p62 is an antigen of cancer, which can serve as a marker of 
malignancy in the cancer of lung, hepatocellular, and rectum. This is believed to be 
the first report showing anti-Ro/SSA is associated with cancer of esophagus, gaster, 
rectum, hepar and lung. All these results reflect the important role of the 
autoantibodies in the patients with cancers. 
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    肿瘤 尤其是恶性肿瘤已成为危害人类健康的一类重要疾病 尽管世界各国政府及民间
组织已投入大量资金和人力 但历时数十年依然未能根本解决问题 以我国的情况为例 恶
性肿瘤死亡率 70 年代为 84.58/10 万 90 年代为 94.36/10 万 上升 11.56% 死亡构成比例
由 70 年代 12.94%上升至 90 年代的 17.94% [ 1 -2 ] 1993 年仅美国就有 53 万人死于癌症 占全




因素以及体内基因变异 免疫功能失调等诸多方面 多年来 全球科学工作者从基因到蛋白
质 从外界因素到体内代谢调控 免疫应答等多途径入手研究恶性肿瘤的发生及控制  
免疫系统是机体的一个重要功能系统 担负免疫防御 免疫监视与免疫自稳功能 早在
1909 年 Ehrlich 就提出肿瘤免疫这一概念 经历近半世纪的摸索 50 年代方取得明显进展
1953 年 Foloy 发现纯系小鼠移植用甲基胆蒽诱发的肉瘤后 能排斥自身肿瘤 1957 年 Prehn
和 Main 等进一步证实这种肿瘤致敏小鼠能排斥该肿瘤细胞 由此证实了肿瘤特异性移植抗原
(tumor specific transplantion antigen TSTA) 存在 60 年代末 Burnet Thomas 提出的
免疫监视 immunosurvellance 概念 为肿瘤免疫学 tumor immunology 理论体系建立
打 下 坚 实 的 基 础 1991 年 比 利 时 科 学 家 Boon 分 离 人 类 黑 色 素 瘤 相 关 排 斥 抗 原
( melanoma-associated rejection antigen, MARA)成功 是肿瘤免疫学研究的划时代转折
[ 4 ] 肿瘤免疫学发展到今天已日臻完善 成为一门研究肿瘤抗原性 机体免疫功能与肿瘤发
生 发展的相互关系 机体对肿瘤的免疫应答及其抗肿瘤免疫机制 肿瘤的免疫诊断和免疫
防治的学科  
1900 年 Ehrlich 提出正常情况下 机体对自身抗原不产生免疫应答 即免疫耐受 只
有当自身免疫耐受被破坏时才发生自身免疫 1975 年 Opelz 等报道的自身混合淋巴细胞反
应 autolpgous mixed lymphocytereaction,AMLR 已被证明是典型的自身免疫现象 人们
逐渐认识到 机体对自身成分能发生免疫应答并产生自身抗体和特异性反应性细胞 即自身
免疫 autoimmunity 正常条件下的自身免疫反应是机体的免疫调节的一种方式 如自身独
特型-抗独特型抗体间的网络关系 T 细胞 B 细胞与独特型抗体间的调节关系等 只有当某




1 . 1 肿瘤免疫 
肿瘤抗原 tumor antigen 是指细胞恶性变化过程中出现的新抗原 neoantigen 的
总 称 包 括 肿 瘤 特 异 性 抗 原 tumor-specific antigen, TSA 肿 瘤 相 关 抗 原
(tumor-associated antigen, TAA) 和肿瘤共有的膜标志 长期以来 肿瘤细胞究竟是否存
在肿瘤特异性抗原是肿瘤免疫学的热点问题之一 目前 有些肿瘤抗原结构已基本清楚 并
可将已知人类肿瘤抗原分为以下几种类型[ 5 ] 转化相关抗原 共有 共同 肿瘤抗原 shared 













virus-related antigen 癌胎抗原 fetal antigen 继 Boon 和 Rosenberg 开创性地
利用 CTL 和 TIL 克隆肿瘤抗原后 人们又建立了单克隆抗体法和重组 cDNA 表达文库血清学分
析法技术 在 p21 p53 MAGE 基因族成为研究热点时 gp75 [ 6 ] 22-1-1 [ 7 - 8 ] 90k [ 9 ] 等肿瘤抗
原陆续被克隆  
1 . 1 . 1 细胞免疫在肿瘤患者免疫中的作用 
机体的肿瘤免疫机制十分复杂 涉及多种免疫细胞及其分泌产物 其中细胞免疫占相当
重要部分 肿瘤抗原经胞内蛋白酶体有限降解形成肽段后 被转运到内质网与新合成的 MHC-I
类分子结合 通过高尔基体加工 运输并表达于细胞表面 从而被细胞毒 T 淋巴细胞
(cytotoxic T lymphocyte,CTL) 识别 然而 表达抗原肽 MHC-I 类分子复合物的肿瘤细胞
虽可被 CTL 识别 却不能使之激活 因为多数肿瘤细胞缺乏提供共刺激信号能力 而必须依
靠专门的抗原提呈细胞(antigen-presenting cell,APC) 如巨噬细胞 macrophage,M B
细胞 树突状细胞 DC 等 其中以 DC 的抗原提呈能力最强 能活化未致敏 naive 淋巴
细胞 在整个复杂的途径中 CD4 +T 细胞在免疫应答过程居中心地位 可分泌多种细胞因子
影响 CTL 巨噬细胞  B 淋巴细胞的活化与分化 但 CD4 +T 细胞识别的抗原仍须由 APC 以
MHC-II- 抗原肽复合物方式提供 并需 APC 提供辅助信号 除 CTL 具有直接杀伤肿瘤细胞的作
用外 巨噬细胞 自然杀伤细胞 nature kill cell, NK 淋巴因子激活的杀伤细胞
lymphokine actived killed c ell, LAK 均有直接和间接的杀肿瘤作用 B 淋巴细胞不仅
是一种重要的抗原提呈细胞 而且同时分泌抗体参与体液免疫  
1 . 1 . 2 体液免疫在肿瘤免疫中的作用 
1972 年 Burnham 报道 在恶性肿瘤患者体内发现抗核自身抗体[ 1 0 ] Steiner,Tomas 等相
继证实各种肿瘤患者体内存在多种自身抗体 [ 1 1 - 1 2 ] 到目前为止 人们已经在白血病 黑色素
瘤 肝癌  肺癌和甲状腺癌等绝大多数肿瘤患者体内发现自身抗体 并确定了多种相应的肿
瘤相关抗原 患者体内的肿瘤表达肿瘤自身抗原 并诱导机体产生自身抗体 这已被学者们
广泛接受  
p53 抑癌基因突变是人类肿瘤最常见的基因改变 突变导致异常的 p53 蛋白产生 由于
其构象异常 因而在细胞内聚集并与胞浆中的热休克蛋白 Hsp70 形成稳定复合物 作为靶抗
原引发机体的自身免疫应答 产生 p53 抗体 p53-Abs 早在 1982 年 Crawford 用免疫沉
淀和 Western blot 检测到乳腺癌患者血清中存在 p53-Abs 业已证明 肝癌 [ 1 3 - 1 4 ] 卵巢癌
[ 1 5 -1 7 ] 头颈部肿瘤[ 1 8 ] 乳腺癌 [ 1 9 - 2 4 ] 膀胱癌[ 2 5 ] 结肠癌 大肠癌 肺癌等[ 2 6 ] 诸多恶性肿瘤患
者体内均有 p53-Abs 检出 各种肿瘤患者血清中 p53-Abs 的阳性率各有不同 从乳腺癌的
5 % - 1 2 % 到肝癌的 2 5 % 而正常人血清 p 5 3 - A b s 阳性率为 0 或小于 1 %  
Brass 通过用患者免疫血清筛选表达文库 分析肿瘤抗原的基因表达 发现诱导自身抗
体的多个肿瘤抗原基因过量表达 揭示抗原过量表达可能是某些肿瘤抗体产生的原因 [ 2 7 ]
Parmiani 认为肿瘤的发生常伴有一些正常细胞内低表达抗原高表达 而正因为这些自身成分
在胸腺的发展中也仅低量表达 所以抗自身抗原特异 T 细胞可以逃避免疫清除 最终引发自
身免疫反应 [ 2 8 ]   
尽管已经有大量病例报道抗肿瘤的抗体存在 但这里的抗肿瘤指的是与肿瘤细胞结合的
功能 尽管早在肿瘤特异性抗原发现以前 就有学者发现肿瘤病人的血清在体外可以产生抗
体依赖性细胞介导的细胞毒作用 antibody dependent cell-mediated cytotoxicty, ADCC
并认为这与肿瘤患者血清中的抗体有关 但限于当时的条件无法深入研究 目前 Fishman 等
已从白殿风患者体内纯化到抗黑色素瘤抗体 并证实其在体内及体外均有杀伤黑色素瘤细胞
的细胞毒活性 [ 2 9 ]   
补体在机体肿瘤免疫中的作用 很早就引起人们的注意 1987 年 Fujimura 报道一种链













性主要通过旁路途径激活 C5a 实现[ 3 0 ] 肿瘤患者血清中补体水平的增加 [ 3 0 - 3 1 ] 乳腺癌 甲状
腺肿瘤及肾癌等肿瘤组织标本上 C3d 和 C5b-9 的沉积都显示出补体在肿瘤患者体内的抗肿瘤
活性[ 3 2 - 33] 体外实验证明在内源性的补体及补体受体 CR3 存在的情况下 甚至不需要抗体
参与 某些不完全激活的巨嗜细胞就可杀死一些种类的肿瘤细胞 肿瘤的单克隆抗体在临床
上的应用并未达到预期效果 重 要 原 因 之 一 就 是 补 体 依 赖 的 细 胞 毒 作 用 Complement 
Dependent Cytotoxicity,  CDC 受到抑制 表明患者体内肿瘤细胞具有逃避补体攻击的机
制 人类正常细胞膜表面存在一些抑制调节因子 可使细胞抵抗机体内同源性的补体的裂解
这类因子通常被称为补体调节分子 complement-regulatory molecules 或细胞膜补体抑
制蛋白 cell-membrane complement inhibitory proteins, CIP 膜结合补体活性调节因
子 membrane-bound Regulators of Complement Activation mRCA Protectin /CD59
降解加速因子 decay acceerating factor,  DAF, CD55 和膜共刺激蛋白 membrane cofactor 
protein,MCP,CD46 是 3 种被深入研究的细胞膜补体抑制蛋白 均广泛表达于细胞膜表面的
糖蛋白 甲状腺肿瘤 [ 3 4 ] 肾恶性肿瘤标本[ 3 5 ]  及乳腺癌 [ 3 6 ] 前列腺肿瘤[ 3 7 ] 肺癌[ 3 8 ] 胃癌
结肠癌 胰腺癌 [ 3 9 ] 等多种肿瘤细胞系分析表明 肿瘤细胞普遍过量表达这三类分子 并直接
阻止补体对肿瘤细胞的裂解 通过阻止补体在膜上插入位点形成膜攻击复合物和 C9 聚合到细
胞膜上 protectin 可抑制补体对细胞的攻击 乳腺癌[ 3 6 ] 肾恶性肿瘤细胞[ 4 0 ] 等研究显示
protectin 是这些因子中最有效的抗补体成分 膜共刺激因子 MCP 与降解加速因子 DAF
共同协作保护细胞免受 C3 攻击 实际上无需 DAF MCP 也足够阻止补体在细胞上的沉积[ 4 1 ]
DAF 则对体内各种细胞因子较为敏感 IL-lalpha TNF-alpha 和 IFN-gamma 都能调节其在
膜上的表达 进而影响细胞膜补体抑制蛋白的活性[ 4 2 ] 新近 Fedarko 报道骨唾液蛋白 bone 
sialoprotein BSP 和骨桥蛋白 osteopontin OPN, ETA-1 在许多肿瘤细胞中的表达明
显上调 并且可迅速与补体因子 H 形成紧密的复合物 使肿瘤细胞逃避补体介导的裂解 [ 4 3 ]   
 1975 年 Ozawa 就报道在肾恶性肿瘤中存在肿瘤免疫复合物 且与肿瘤特异抗原和抗
体有关 1976 年 Pascal 也报道多数肾恶性肿瘤患者肾小球基底膜上有免疫复合物的沉积 [ 4 4 ]
目前 乳腺癌 结肠癌[ 4 5 ] 肺癌和黑色素瘤[ 4 6 ] 等多种肿瘤患者体内均已发现与肿瘤相关的免
疫复合物 1997 年 彭宣宪等采用捕捉法 ELISA 检测 31 例 HBV 感染指标阳性的原发性肝癌
患者血清 4 类 HbsAg 特异性免疫复合物 结果表明 这四类免疫复合物的阳性率与慢性迁延
性乙肝患者复合物的阳性率无明显差异 提示了患者的免疫抑制程度与慢迁肝基本一致 在
对恶性肿瘤患者 Ig 比例研究中 彭宣宪等还发现肿瘤患者复合 Ig 普遍严重下降 认为特异
性 Ig 水平的明显下降是患者免疫功能降低的重要原因[ 4 7 - 4 9 ]  Hellatroms 等学者研究还证明
引起肿瘤细胞逃避宿主免疫监视的封闭因子正是循环免疫复合物 C I C  
 
1 . 2  肿瘤抗原的鉴定及技术发展 
肿瘤免疫的理论与实践已证明肿瘤在体内能为机体所识别 诱发免疫反应 产生抗体及
致敏淋巴细胞 基于这种理论 人类已先后建立了 CTL 筛选法 多肽洗脱法 peptide  elution 
approach 重组 cDNA 表达文库血清学分析法 seralogical analysis of recombinant cDNA 
e x p r e s s i o n  l i b r a r i e s ,  S E R E X 组合肽库法等多种方法分析鉴定肿瘤的抗原  
 Boon 研究小组最早在 90 年代建立体外用特异性 CTL 克隆筛选肿瘤抗原的方法 在世界
上率先鉴定出第一个肿瘤抗原 将病人的淋巴细胞和自身肿瘤细胞混合培养 淋巴细胞在肿
瘤抗原的刺激下 增殖分化为具特异杀伤肿瘤细胞能力的效应细胞 其中主要以 CD8 +T 细胞
为主 经有限稀释后进行细胞克隆 便得到抗肿瘤组织的 CTL 克隆 建立肿瘤细胞的 cDNA
文库 利用肿瘤特异 CTL 克隆可鉴定出肿瘤的抗原基因 进而获得肿瘤抗原多肽 Rosenberg
的研究小组则利用 TIL 来筛选肿瘤抗原 更简单有效 利用 CTL 和 TIL 筛选法 以 Boon 和













MART-1/Melan-A gp100 1994 年 Rosenberg 实验室的 Wang RF 仍旧利用 CD8 +  TIL 克隆了
新的肿瘤抗原 gp75 gp75 的发现第一次证明了肿瘤抗原可从编码人正常蛋白的基因中以不同
开放阅读框的方式产生[ 6 ] 1999 年 Wang RF 又报道发现了第一个可被 CD4 +  TIL 细胞识别的染
色体 DNA 重排形成的融合蛋白肿瘤自身抗原 其蛋白的 N 端为低密度脂受体 low density 
lipid receptor, LDI-R ,C 端 为 半 乳 糖 苷- 岩 藻 糖 基 转 移 酶 beta-D —galactoside 
2 - a l p h a - L - f u c o s y l t r a n s f e r a s e [ 5 0 ]   
Sahin 等于 1995 年在 自身分型 的基础上建立了重组 cDNA 表达文库的血清学分析法
SEREX 首先从病人肿瘤组织中提取 mRNA 构建 cDNA 表达文库 再用病人的血清进行免疫
筛选 分析获得的阳性 cDNA 克隆 得到编码肿瘤抗原的基因 他们首先分析黑色素瘤 肾细
胞癌 脑 瘤 和 霍 奇 金 病 肿 瘤 组 织 不 仅 筛 选 出 MAGE-1 tyrosinase 等抗原 还得到
HIOM-MEL-40/SSX2  HOM-RCC-31.3(carbonic anhydrase) HOM-HD-21(restin) 三个新抗
原 其中 HOM-MEL-40 仅在黑色素瘤和睾丸中表达 随后 Chen 和 Jager 等也利用此方法鉴
定新的肿瘤抗原 中国学者张建营 彭宣宪等利用一份肝癌患者的自身免疫血清筛选 T24 
Lambda-zap  表达文库 得到一个肿瘤基因 编码 p62 抗原 命名为 p62 抗 p6 2 自身抗体
在各种肝癌中的阳性率大于 21% 胃癌为 10% 而正常人为 0 是一个非常值得深入研究的肿
瘤抗原 [ 5 1 ]   
多肽洗脱法是直接用酸处理肿瘤细胞 把肿瘤细胞表面与 MHC 结合的抗原肽洗脱下来
通过高效液相色谱分离纯化得到一系列多肽 分别将多肽通过多肽结合及 CTL 介导的细胞毒
实验 配合质谱分析 参考同源序列 便可确定抗原的序列 通过这个方法 Cox 等在黑色
素瘤中鉴定出多肽 p 9 4 6                                                                                           
 
1 . 3  肿瘤免疫的临床应用 
肿瘤免疫的研究始终与临床应用紧密相关 肿瘤免疫的应用广泛  
1 . 3 . 1 肿瘤抗原和肿瘤抗体作为肿瘤标志物的研究 
自 1848 年 Henry Bence Jones 发现 Bence-Jones 蛋白可作为多发性骨髓瘤的指标以来
肿瘤标志 tumor marker 的研究不断取得进展 1963 年苏联人 Abelve 发现甲胎蛋白
(Alpha-fetoprotein, AFP) 可用于肝癌的诊断 其后 Gold 和 Freedman 从结肠癌组织中发
现癌胚抗原 carcino-embryonic antigen ,CEA 肿瘤抗原作为肿瘤标志在肿瘤的诊断中
开始引人注目 1975 年后 单克隆抗体广泛应用 肿瘤相关的糖链抗原被发现 临床上出现
了一大批肿瘤自身抗原标志 如 CA 系列单抗 CA19 CA125 等 目前 体液免疫在肿瘤的免
疫中得到深入研究 许多肿瘤抗原和抗体相继开始作为肿瘤标志物应用于临床  
因为健康人体内的 p53 抗体阳性率为 0 或小于 1% 而肿瘤患者体内突变的 p53 蛋白能有
效诱导 p53 抗体(p53-Abs) 的产生 所以 国内有学者提出血清 p53 抗体是一种新的肿瘤标志
物 认为 p53 抗体检测对肿瘤的发生具有预示作用 [ 5 2 ] 但也有学者认为 p53 抗体对大多数
的肿瘤而言 无论是肿瘤的早期诊断还是病情监测 都不具有指示意义 [ 5 3 - 5 4 ]  
1 . 3 . 2 肿瘤抗原及抗体在肿瘤免疫治疗中作用 
肿瘤的免疫治疗作为一种新型的肿瘤治疗模式 是对传统的手术 化疗 放疗的有效补
充 它主要通过相关技术增强肿瘤抗原的免疫原性或提高机体的免疫功能 进而诱发机体产
生特异性免疫应答和非特异性免疫反应来消除肿瘤  
    肿瘤自身抗原的存在 是免疫治疗的重要条件 然而 正因为许多肿瘤抗原为自身抗原
所以肿瘤的免疫治疗在理论与实践中存在一些问题 首先 有些肿瘤相关抗原在许多正常组
织中也可能有表达 例如 HER-2/neu 就在正常组织中低量表达[ 5 5 ] 由于免疫耐受的存在
利用这种肿瘤相关抗原进行免疫 机体产生自身抗体的能力必然受到影响 鉴于人类与啮齿













在用人 鼠同源的 HER-2/neu 中 15 肽片段免疫小鼠后 成功地诱发了抗人 鼠 HER-2/neu
蛋白的免疫反应 表明自身免疫耐受可被克服[ 5 6 ] p53 和 Ras 实验也有相同的结果 [ 5 7 - 5 8 ] 其
次 免疫治疗肿瘤的同时 机体内有可能产生抗正常组织的免疫反应 造成自身免疫疾病
1994 年 Kawakami 报道 用体外扩增的 gp100 和 Melan-A-MART- 1 特异性 TIL 免疫的黑色瘤
患者 除偶而的白癜风外 并没有造成不良的眼部影响 同时病人的黑色素瘤出现色素消退
显示 T 细胞已对肿瘤细胞造成杀伤[ 5 9 ] Pardoll 用 GM-CSF 转导的肿瘤细胞疫苗治疗肾癌患者
诱发的迟发性超敏反应(DTH) 不仅杀伤肿瘤细胞 对正常组织也有反应 但没有大的损伤 表




一般分为肿瘤的主动特异性免疫治疗 肿瘤的过继性免疫治疗 抗体疗法和细胞因子疗法 4
类  
 
1 . 4 自身免疫及自身免疫疾病与肿瘤的关系 
肿瘤抗原中除病毒相关抗原与外来病毒基因表达有关外 其余全是自身基因过量表达或
异常表达结果 根据抗原性物质与机体亲缘关系可将其分为 自己 self 与 非己
not-self 抗原 从这点上来看 肿瘤抗原绝大部分为 自己 即 自身 抗原 即便
是公认的肿瘤特异性抗原也绝非肿瘤所特有 而是在正常组织中同样表达 例如 人睾丸中
即 有 MAGE-1 和 MAGE- 3 基 因 表 达 而 HER-2/neu 更 是 在 所 有 组 织 中 少 量 表 达
g p 1 0 0 , T y r o s i n a s e  则是人黑色素细胞的自身蛋白 [ 5 5 6 1 ]   
自身抗原可诱发自身免疫反应 恶性肿瘤抗原也可以诱发机体的自身免疫反应 产生自
身抗体和/或自身反应淋巴细胞 机体内自身免疫反应超过免疫调节的限度即对机体造成伤
害 即自身免疫疾病 自身免疫疾病的发生是免疫调节紊乱的结果 肿瘤的发生是逃避机体





一些自身免疫疾病常与某些肿瘤相关 例如 系统性红斑狼疮 SLE 干燥综合征
Sjogren’s syndrome, SS 与淋巴瘤 硬皮病与肺癌 自身免疫性甲状腺病与淋巴瘤 甲
状旁腺癌 自身免疫疾病恶性转化的可能机制是在自身免疫疾病 如干燥综合征 患者体内
的淋巴细胞在慢性抗原刺激下 可能产生一种易于恶性转化的淋巴细胞 干燥综合症是一种
以外分泌腺如唾液腺 泪腺淋巴浸润为特征 渐进性的自身免疫性类风湿失调 尽管有几种
因素与病因有关 但确切病因仍未明了 EB 病毒感染造成的并发症是一种广泛接受的理论
机体接触 EB 病毒或与之反应从而诱使机体产生人白细胞抗原复合物 而人泪腺等上皮腺胞自
身表达 MHC-II 类分子充当自身抗原递呈细胞 浸润在腺体中的 CD4 + 淋巴细胞识别抗原复合物
后 释放一系列的细胞因子 如 TNF IL-2 和 IFN- 等改变细胞因子平衡造成机体功能失调
同时促进唾液腺导管细胞表达 Fas 抗原 引起唾液腺导管上皮细胞凋亡 目前已经发现干燥
综合症的特异性基因标记 HLA-DR4 腺体组织本身就是自身抗体产生的场所 而导管上皮细
胞表达的毒蕈碱样乙酰胆碱受体 及共刺激分子 CD80 和 CD86 在病变中起到重要作用 由于
干燥综合症可能导致淋巴细胞不受控制的克隆增殖 故有导致淋巴瘤的可能 干燥综合症的
恶性转化可能还与细胞凋亡 病毒感染 如 EBV 和 B 细胞高敏感性有关 [ 6 2 - 68 ] Andonopoulos













年 Tapinos 报道在 7 例患有干燥综合症的非霍奇金淋巴瘤患者肿瘤组织中 p53 基因产生两
个新的突变 同时在干燥综合症患者小唾液腺中是野生型的 p53 基因表达 这一发现提示肿
瘤抑制基因的突变是造成干燥综合症患者发生淋巴瘤的可能原因[ 7 0 ] Mariette 的实验结果则
显示抗 p53 抗体的出现可能是淋巴瘤发生的间接信号 [ 7 1 ] 人群调查表明干燥综合症与淋巴瘤
的发生密切相关 患者具有比正常人高得多的淋巴瘤发生率 最高可达 4 4 倍 [ 7 2 - 7 3 ]       
在上海 有人统计过红斑狼疮等自身免疫疾病患者发生恶性肿瘤的比例与正常人患恶性
肿瘤比例 结果发现这些自身免疫病患者患肿瘤的几率是正常人的数倍 1993 年在多伦多大
学一份调查中也显示 自身免疫疾病患者患肺癌的几率为正常人的 5 倍 肝癌为 3 倍 这些
数据似乎表明自身免疫疾病有促进肿瘤发生的可能 然而 也有学者持不同意见 美国国立
环境健康中心的 Cooper 博士认为 考虑到环境及遗传背景 应该比较的是自身免疫疾病患
者家属的恶性肿瘤发生率的增加与否 [ 7 4 ]   
大量的恶性肿瘤患者体内都存在自身免疫现象 其中许多自身免疫疾病的病理状态不能
单 纯 用 原 发 肿 瘤 或 肿 瘤 的 恶 性 转 移 来 解 释 这 些 都 与 副 肿 瘤 综 合 症 paraneoplastic 
syndrome 有关 副肿瘤综合症又称副癌综合症和伴肿瘤综合症 指与肿瘤相关的其他组织
和/或器官的伤害 但并非由癌组织或癌组织的转移直接引起[ 7 5 ] 关于副肿瘤综合证的说法在
60-70 年代就有出现 常见并发副肿瘤综合症的肿瘤有小细胞肺癌 small cell lung 
carcinoma, SCLC 乳腺癌 卵巢癌和淋巴瘤等[ 7 6 ] 经常发生的副肿瘤性综合症有 自身免
疫性溶血性贫血 自身免疫性血小板减少 自身免疫性粒细胞减少 重症肌无力 myasthenia 
gravis, MG 干燥综合症 皮肌炎 DM 和多发性肌炎 PM 中枢神经系统副肿瘤综合症
和白斑病 副肿瘤综合症中以神经系统的损害最多 几乎神经系统的各个部分都有可能受损
癌相关性视网膜病变 cancer associated retinopath, CAR 黑色素瘤相关性视网膜病变
melanoma associated retinopathy, MAR [ 7 7 - 7 8 ] 是典型的副肿瘤综合症 其它还有副肿瘤
性感觉神经病变(paraneoplastic sensory nronopathy, PSN)  [76 ] 副肿瘤性脑髓鞘病变
(paraneoplastic) [ 7 4 -7 8 ] 副肿瘤性小脑失调(paraneoplastic cerebellar degeneration, 
PCD)  [76] 及副肿瘤性天胞疮 paraneoplastic pemphigus [ 7 9 ] 等综合症 以癌相关性视网膜病
变为例 在一小部分肺癌患者中 常伴有视力下降直至失明 这些患者血清中存在抗视网膜
上钙传感蛋白 recoverin 抗体 [ 8 4 , 8 5 , 8 7 ] 抗热休克蛋白 70 heat shock cognate70, hsc70
抗体[ 8 4 - 85] 抗烯醇化酶 enolase 抗体[ 8 6 ] 和抗管状蛋白 1 tubby-like protein 1, TULP1
[ 8 7 ] 抗体等 抗钙传感蛋白抗体 可与肿瘤组织中钙传感蛋白阳性细胞以及人 兔 鼠等视网
膜钙传感蛋白结合 并可在体外导致兔等哺乳动物视网膜 rod 细胞凋亡 直接损伤人正常的
视网膜组织的光受体细胞[ 8 8 - 8 9] 尽管某些学者认为副肿瘤综合症的发生 不过是一种巧合 [ 9 0 ]





并试图检测肿瘤患者体内的抗自身免疫抗原的自身抗体 例如 日本学者 Imai 通过检测肝癌
患者体内的抗核自身抗体 ANA 发现一些从肝病转化到肝癌的患者体内抗核自身抗体的种
类在发生变化 提示患者体内存在由与细胞转化相关的核内抗原驱动的自身免疫反应 [ 9 1 ]
Swissa 用 ELISA 检测 84 例霍奇金淋巴瘤患者血清中 ssDNA dsDNA poly(I) RNP Sm 及
Ro 和 La 等自身抗原抗体 发现抗 ssDNA RNP Sm 阳性率显著高于对照组 其他则无明显区
别[ 9 2 ] 类风湿性因子 RF 是类风湿关节炎患者血清中抗 IgFc 段抗原位点的自身抗体 也在
几种肿瘤中检测到 但这些实验大多存在系统性与针对性不足的弱点 极少专门针对肿瘤的













及未能从各方面综合考虑 因而, 不能深入反映恶性肿瘤患者体内自身免疫状况 也不能较
全面的揭示肿瘤与自身免疫间的相互关系  
 
1 . 5  S S A 和 p 6 2  
    1969 年 Clark 等人首先用双向免疫扩散法(double immunodiffusion, ID) 证实了自
身抗原 Ro 的存在[ 9 3 ] 到 1981 年 Lerner 等发现 患者含 Ro 抗原的自身免疫血清中能沉淀
一类新的小分子 RNA 即称为人细胞质 RNA Human cYtoplasmic RNA, hYRNA [ 9 4 ] 现在
人们渐渐清楚与这些抗体反应的是血清中一类免疫特性各不相同的蛋白与 hYRNA 构成的核酸
蛋白复合物[ 9 5 ] Deutscher 于 1988 年 率先克隆到编码 60k D Ro 抗原的基因[ 9 6 ] 随后 1989
年 Ben-Chetrit 等也宣布克隆出 Ro 抗原的互补 cDNA 序列[ 9 7 ] Deutscher 与 Ben-Cherit 的
序列都编码 60kD 蛋白 而且除 C 端的氨基酸不同外 其余完全一致 Chan 和同事 随后证
实 这些 60kD 蛋白的不同序列在细胞中都确实存在 应该是来源于同一个原始的序列 其中
Deutrit 公布的 60 kD Ro 抗原的编码序列是自然界中最常见的类型[ 9 8 ] 除 60kD Ro 抗原外
Chan 和 Itoh 等两个小组又各自独立的报道了编码 52kD Ro 蛋白的 cDNA 序列[ 9 9 - 100 ] 有人认
为人类肌钙网蛋白 calreticulin 也是一种 Ro 自身抗原[ 1 0 1 - 1 0 2 ] 但这种说法的真实性尚未
得到证实 [ 1 0 3 -1 0 4 ] 单从序列上来看 52kD Ro 60kD  及肌钙网蛋白三者之间没有明显的同源
性  
    La/SSB(Sjogren’s syndrome associated antigen B)是一个磷酸化的 48kD 的蛋白 在
细胞中主要与 5SRNA 和 tRNA 的前体结合 形成核糖蛋白颗粒 同时还是一种 Ca 2 + 结合蛋白
[ 1 0 5- 1 07 ] La/SSB 在正常人的细胞核中表达量很低 而在干燥综合症患者的细胞质和结缔组织
的细胞膜上表达丰富 [ 1 0 8 ]    
    Ro/SSA 作为自身抗原 与多种自身免疫疾病密切相关 大多数新生儿红斑狼疮 neonatal 
lupus erythematosus ,NLE [ 1 0 9 ] 亚 急 性 皮 肤 红 斑 狼 疮 subacute cutaneous lupus 
erythematosus, SCLE [ 1 1 0 ] 系统性红斑狼疮 systemic lupus erythematosus, SLE [ 1 1 1 ]
Sjogren’s 综合症 Sjogren’s syndrome, SS [ 1 1 2] 先天性心脏阻塞(congenital heart block, 
CHB)  [ 1 13 ] 患者血清中都可找到抗 Ro 抗体 因此 可以说 Ro/SSA 是一种有代表性的自身免疫
抗原 同时 最新修改后的欧共体 Europen Cooperative Group, EEC 标准对于干燥综合
症的诊断标准是小唾液腺活组织检查阳性或者是抗 Ro/SSA 或 La/SSB 自身抗体阳性 干燥综
合症是一种与淋巴瘤等恶性肿瘤密切相关的自身免疫疾病 因此 Ro/SSA 既是一种分布广泛
有代表意义的自身抗原 又是一种对干燥综合症的具有诊断价值的抗原 它与恶性肿瘤的存
在有潜在的联系 La/SSB 作为一种自身抗原 同 Ro/SSA 一样在多种自身免疫疾病中出现
包括系统性红斑狼疮 干燥综合症[ 1 1 4 ] 完全先天性心脏阻塞(complete congenital heart 
block, CCHB)  [ 1 1 5 ] 等 但与 Ro/SSA 不同 抗 La/SSB 特异性 T 细胞在正常人中有相当的比例[ 1 1 6 ]
而且 L a / S S B  在系统性红斑狼疮等免疫疾病中不具诊断价值 [ 1 1 6 ]  
有关肿瘤患者 Ro/SSA 自身抗原的研究不多 1990 年 Swissa 检测包括 Ro/SSA 在内的
多种自身抗原在肿瘤中表达 发现自身免疫疾病与肿瘤共存的患者体内自身抗原的表达与肿
瘤的发展无明显联系[ 8 8 ] 1991 年 Willina 也在色素瘤患者组织中检测 Ro/SSA 在内的多种自
身抗原的表达 结果也无显著差异 [ 1 1 8 ]  
    p62 自身抗原是一种全新的于 1999 年才发现的自身免疫抗原 它是由张建营和彭宣宪等
检测了一组来自中国河南地区的人群肝癌血清进行自身抗体检测时 通过筛选 T24 Lambda 
zap cDNA 文库发现的新的肿瘤自身抗原 编码 62k D 的蛋白 命名为 p62 大约 20% 的肝癌病
人血清中都存在抗 p 6 2 细胞浆抗体 [ 5 1 ]   
    p62 基因 DN A 全长为 5.3 kb 转录的 cDNA 为 3.3kb 开放阅读框(ORF) 共 1668bp 编码













序列的 RNA 功能子 consensus sequence RNA-binding domain CS-RBD 另一为四个 KH
功能子 hnRBP K homology domain KH C S-RBD 功能子位于 p62 蛋白的 N 氨基 末端
KH 功能子位于 p62 蛋白的中间部位并延伸到 C 羧基 末端 基因库检索发现 p62 蛋白与其
它三个具有同样 RNA 结合功能子结构的蛋白在氨基酸水平有大约 66% 到 70% 的同源性 提示了
这几个蛋白质属于同一个家族并可能具有相似功能的蛋白质 这几个结构相似的蛋白质分别
为 Koc 蛋白 KH domain containing protein overexpressed in cancer ZBP1 蛋白 chicken 
betaactin mRNA zipcode-binding protein 和 B3 蛋白 a protein which binds to a promoter 
c i s - e l e m e n t  i n  X e n o o p u s  T F I I I A  g e n e  
    一方面 p62 作为一种新发现的肿瘤相关抗原 其相应的自身抗体在恶性肿瘤中的分布
及其意义值得研究 另一方面 p62 作为一种通过患者自身免疫血清筛选的自身抗原 用于
研究机体自身免疫与肿瘤的相互关系 具有良好的代表性  
    
1 . 6 本实验的目的和意义 
本实验以常见的 5 种恶性肿瘤为研究对象 采用 Western blot 技术和免疫荧光技术分别
分析恶性肿瘤患者血清中的自身抗体类型和自身抗原的细胞定位 系统地研究恶性肿瘤自身
抗体的存在情况 采用 ELISA 技术检测恶性肿瘤患者体内抗 Ro/SSA 自身抗体 探讨肿瘤发
生与自身抗原的相互关系 采用 ELISA 技术确定抗 p62 自身抗体在 5 种恶性肿瘤患者体内分

















2 . 1   菌株和质粒  
2 . 1 . 1 大肠杆菌 E . C o l i  B L 2 1 D E 3 本实验室保存  
2 . 1 . 2 质粒 p E T 2 8 a ,  p E T 2 8 b ,  p E T 2 8 c 张建营博士惠赠  
 
2 . 2   各类恶性肿瘤患者血清标本 2 8 9 例 采自厦门市一七四医院检验科提供  其中食道癌 
57 例 胃癌 51 例 直肠癌 36 例 肝癌 67 例 肺癌 78 例 均为临床确诊无自身免疫疾病的
肿瘤患者 健康人血清标本 44 例 采自厦门大学医院 均为 HBsAg 阴性 肝功能正常 体检
无异常的新生入学前健康体检者血清                                                                              
 
2 . 3   常用试剂配制  
2 . 3 . 1  S D S - P A G E 试剂  
 4 X 上样缓冲液 1 0 0 m m o l / L  T r i s - H C l  p H 6 . 8 ,   4 %  b e l t a - m e r c a p t o e t h a n o l ,   
8 %  S D S ,   4 0 %  g l y c e r o l  
 电泳缓冲液 1 . 5 1 g  T r i s ,   7 . 2 g  G l y ,   0 . 5 g  S D S ,   5 0 0 m L  d H 2 O  
2 . 3 . 2  W e s t e r n  B l o t 试剂  
 电转缓冲液 5 . 8 g  T r i s ,  2 . 9 g  G l y ,  0 . 3 7 g  S D S ,  2 0 0 m L 甲醇, 8 0 0 m L  d H 2 O  
 丽春红溶液  0 . 5 g 丽春红,  1 m L 冰醋酸 加 H 2 O 至 1 0 0 m L  
 T T B S 洗涤液 2 5 m m o l / L  T r i s - H C l  p H 7 . 4 ,  0 . 1 %  T w e e n - 2 0 ,  0 . 9 %  N a C l  
 封闭缓冲液 1 0 % 脱脂奶粉, T T B S 配制 
 抗体稀释液 1 0 % 脱脂奶粉, T T B S 配制 
 D A B 储存液 8 0 m g / m L  D A B  ,  H 2 O 配制 1 0 0 u l 分装后冻存 
 N i C l 2 4 0 m g / m L ,  临用前蒸馏水配制 
2 . 3 . 3  荧光免疫试剂  
 封闭液 1 0 % 山羊血清, P B S 配制 
 P B S 4 . 0 5 %  0 . 2 M  N a 2 H P O 4  ,  0 . 9 5 % N a H 2 P O 4 ,  0 . 9 % N a C l  
2 . 3 . 4 培养基  
  液体 L B    1 0 g  N a C l ,  1 0 g 蛋白胨,  5 g 酵母粉 1 0 0 0 m L  d H 2 O ,  调至 p H 7 . 0  
  固体 L B    1 . 5 % 琼脂  液体 L B 配制 
2 . 3 . 5  包涵体纯化试剂  
  菌体裂解液 50mmol/L Tris-HCl pH7.2, 20mmol/L EDTA, 400mmol/L NaCl, 2 0%蔗 糖 
 包涵体洗涤液 2 0 m m o l / L  T r i s - H C l ,  5 m m o l / L  E D T A ,  1 5 0 m m o l / L  N a C l  
2 . 3 . 6   E L I S A 试剂  
  包被缓冲液 0 . 0 1 M  碳酸盐缓冲液 p H 9 . 6  
  封闭缓冲液 3 % 新生小牛血清 P B S T 配制 
  P B S T 洗液  0 . 1 %  T w e e n - 2 0 P B S 配制 
  血清稀释液 1 0 % 新生小牛血清 2 % 山羊血清 P B S T 配制 
  抗体稀释液 1 0 % 新生小牛血清,  P B S T 配制 
  显色缓冲液 5 0 % 0 . 2 M  N a 2 H P O 4 5 0 % 0 . 2 M 柠檬酸钠 
  终止液 2 M  H 2 S O 4  
2 . 3 . 7  免疫佐剂  
  福氏不完全佐剂 羊毛脂:石蜡油= 1 g : 4 g  













2 . 4   主要仪器  
     T G L - 1 6 G 台式高速离心机                           上海医用分析仪器厂 
     S a t o r i u s  B A 2 1 0 电子分析天平                      S a t y o r i u s  
     恒温摇床                                         深圳圆华仪器厂 
     P o w e r 2 0 0 多用电泳仪                            
     电转移槽                                         B i o - R a d  
     垂直电泳槽                                       北京六一仪器厂 
     M B A 紫外分析仪                                   B i o - m e l t e r  
     激光共聚焦显微镜 M R C - 1 0 2 4 E S                       B i o - R a d  
 
2 . 5   方法 [ 1 1 9 - 1 2 0 ]   
2 . 5 . 1  W e s t e r n  B l o t 方法  
1) 单层培养细胞倾去培养液 P B S 润洗 2 遍 以橡胶刮头将细胞刮下 吸入离心管  
2) 10000 rpm 离心 30 秒 弃上清 沉淀用 PBS 重悬 10000 rpm 离心 30 秒 弃上清  
3) 每 3 0 m g 细胞加入 7 5 u l  P B S 重悬 加入 4 上样缓冲液混匀  
4) 100  10min 12000 rpm 离心 10min  取上清 从中取 10u l 稀释 50 倍测蛋白浓
度  
5) 1 0 0 u g / 道电泳 1 0 % 分离胶 5 % 积层胶  
6) 1 0 m A 恒流电泳 溴酚蓝至分离胶底线即终止电泳  
7) 装配好湿式电转装置  
8) 1 0 0 V 恒压电转 7 5 m i n 冰浴冷却  
9) 转移后 N C 膜用丽春红检测电转效果  
10) T T B S 洗膜 3 次 每次 1 5 m i n , 封闭液封闭 室温 6 0 m i n  
11) 膜裁成小条 装袋 加入 1 2 5 以稀释液稀释的待测血清  
12) 室温缓摇 6 0 m i n  
13) 取出膜 T T B S 清洗 3 次 每次 1 5 m i n  
14) 膜重新装袋 加入 1 7 0 0 0 以抗体稀释液稀释的 H R P 羊抗人- I g G  
15) 室温缓摇 6 0 m i n  
16) T T B S 清洗 3 次 每次 1 5 m i n T B S 清洗 2 次 每次 1 0 m i n  
17) D A B 显色  
18) 显色后 蒸馏水终止 避光保存  
  
2.5.2 F I T C - 免疫荧光方法  
1) 培养好的细胞载玻片 P B S 清洗 2 次  
2) 置于无水甲醇- 2 0 , 5 m i n  
3) 置于无水丙酮- 2 0 , 3 m i n  
4) P B S 清洗 3 次 每次 1 0 m i n  
5) 封闭液 3 7 封闭 6 0 m i n  
6) 加入 1 4 0 稀释待测血清 3 7 , 6 0 m i n  
7) P B S 清洗 3 次 每次 1 0 m i n  
8) 滴加 1 2 0 0 稀释 F I T C  羊抗人- I g G ,  3 7 ,  6 0 m i n  
9) P B S 清洗 3 次 每次 1 0 m i n  
1 0 P B S 甘油封片  













2 . 5 . 3  蛋白小量表达  
1 斜面保藏菌种接至平板 划线分离 3 7 过夜  
2 平板挑取单菌落 接种至 3mL 液体 LB 培养基 卡那霉素抗性 37 oC 振荡培养过夜  
3 取 1 5 0 u l 菌液 4 保存  
4 加入 I P T G 至终浓度 0 . 1 m m o l / L 3 7 诱导 4 h  
5 1 2 0 0 0 r p m , 离心 3 0 m i n 去上清 吸干菌液  
6 每 3 0 m g 菌体加入 7 5 u l P B S 重悬 按体积加入 4 X 上样缓冲液 混匀  
7 1 0 0 沸水浴 1 0 m i n  
8 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 0 m i n  
9 2 0 u l 上清/道 电泳检测  
 
2 . 5 . 4  S D S - P A G E 银染检测  
1 凝胶置于塑料容器 加入 2 0 m L 甲醛固定液 缓慢摇动 1 0 m i n  
2 去固定液 d H 2 O 洗 2 次 每次 5 m i n 缓慢摇动  
3 去水 加入 0 . 2 g / L 硫代硫酸钠 1 m i n 缓慢摇动  
4 去硫代硫酸钠溶液 H 2 O 洗胶 2 次 每次 2 0 s  
5 去水 加入 2 0 m L  0 . 1 % 硝酸银 1 0 m i n 缓慢摇动  
6 去硝酸银溶液 H 2 O 洗胶 少量硫代硫酸钠显影液洗胶  
7 去显影液 加入 2 0 m L 新配制硫代硫酸钠显影液 缓慢摇动  
8 条带清晰后 加入柠檬酸终止反应  
 
2 . 5 . 5  蛋白的大量表达及包涵体的洗涤纯化  
1 每 4 0 0 m L 液体培养基加入 4 保存的菌液 1 5 0 u l 3 7 振荡培养过夜  
2 O D 6 0 0 值达 0 . 7 - 0 . 8 时 加入 I P T G 至 0 . 1 m m o l / L 2 5 诱导培养 4 h  
3 3 5 0 0 r p m 离心 2 5 m i n  
4 去上清 P B S 重悬 3 5 0 0 r p m 离心 2 5 m i n  
5 每 1 g 菌体加入 1 0 m L 裂解液 室温静置 1 0 m i n  
6 - 2 0 静置 1 0 m i n  
7 冰浴下超声波破碎 Duty cycle:60% 输出 6 次数 12 时间 30s 间隔 8min  
8 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 m i n 收集沉淀  
9 洗涤液重悬 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 m i n 弃上清  
1 0 重新洗涤沉淀  
1 1 1 / 2 体积洗涤液重悬 加入等体积的含 4 %  T r i t o n  X - 1 0 0 的洗涤液 充分混匀  
3 7 振荡 3 0 m i n  
1 2 - 2 0 静置 1 0 m i n  
1 3 冰浴下超声破碎 条件同上 共 5 次  
1 4 3 7 振荡 3 0 m i n  
1 5 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 m i n 弃上清  
1 6 洗涤液重悬洗涤 2 次  
1 7 2 M 尿素( 2 0 m m o l / L  T r i s - H C l 配制,  p H 7 . 0 ) 重悬 3 7 振荡 3 0 m i n  
1 8 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 m i n 弃上清  
1 9 洗涤液重悬洗涤 2 次  
2 0 4 M 尿素 2 0 m m o l / L  T r i s - H C l 配制,  p H 7 . 0 重悬 3 7 振荡 3 0 m i n  













2 2 8 M 尿素 2 0 m m o l / L  T r i s - H C l 配制,  p H 8 . 5 重悬 溶解沉淀  
2 3 电泳检测  
 
2 . 5 . 6  电泳回收纯化 
1  制备大型的 S D S - P A G E 平板  
2  初步纯化的蛋白样品上样电泳 保持 4 低温  
3  电泳结束 蒸馏水漂洗胶 于 0.3M CuCl 2  溶液染色至条带清晰 切下目的蛋白条带  
4  切下的胶条切成碎块 置于洗脱液 缓慢摇动 1 0 m i n 更换洗脱液 至胶无色透明 
5  胶块置于处理后的透析袋 加入少量的电泳缓冲液 于水平电泳槽 电洗脱  
6  8 0 V 9 0 m i n 吸出袋内蛋白溶液  
7  重复步骤 5 - 6 3 次  
8  电泳检测 分析  
9  紫外分光测定纯化蛋白浓度  
 
2 . 5 . 7  检测方法 
1 纯化蛋白以包被缓冲液稀释为 1 u g / m L 每孔 1 0 0 u l 3 7 1 2 0 m i n 后 4 过夜  
2 去包被液 P B S T 洗涤 3 次 每次 3 m i n  
3 每孔加 1 0 0 u l 封闭液 3 7 , 1 2 0 m i n  
4 去封闭液 扣干  
5 以血清稀释液稀释待测血清至 1 1 0 0 每孔 1 0 0 u l 3 7 , 6 0 m i n  
6 去血清 P B S T 洗涤 4 次 每次 3 m i n  
7 以抗体稀释液稀释 H R P 羊抗人- I g G 至 1 1 4 0 0 0 0 每孔 1 0 0 u l 3 7 , 6 0 m i n  
8 去抗体 P B S T 洗涤 5 次 每次 5 m i n  
9 加入 T M B 显色缓冲液 每孔 1 0 0 u l 3 7 , 3 0 m i n  
1 0 每孔加入 5 0 u l  2 M  H 2 S O 4 终止反应  
1 1 测定 O D 6 0 0 值  
 
2 . 5 . 8  抗血清制备  
1 卡介苗 6 5 加热 3 0 m i n  
2 P B S 稀释至 1 m g / m L 每只小鼠注射 1 0 0 0 u l  
3 8 天后 提纯的蛋白抗原装入透析袋 4 透析  
4 8 小时换液 1 次 共 4 次  
5  纯化蛋白以 P B S 稀释至 2 0 u g / m L 与福氏完全佐剂 1 1 混合至上下不分层  
6  每只小鼠皮下注射 1 0 0 0 u l 分 5 点注射  
7  1 0 天后 加注 1 次  
8  1 0 天后 再注 1 次  
9  7 天后 摘眼法取血 静置 3 h 离心取上清 测效价  
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